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Jeszcze 30 lat temu wszystkie organizmy żyjące na Ziemi były podzielone na 2 grupy: 
eukaryota i prokaryota (bakterie). Archeowce zostały wyodrębnione od bakterii jako nadkrólestwo 
w 1977 roku, dzięki pracy Woese’go i jego współpracowników, na podstawie analizy genu malej 
podjednostki rRNA (ss rRNA). Analiza filogenetyczna metanogenów pokazała, że ta grupa 
organizmów nie jest blisko spokrewniona ani z bakteriami ani z organizmami eukariotycznymi. 
Zostały wiec sklasyfikowane jako nowe nadkrólestwo i nazwane początkowo archebakteriami. 
Pierwsze analizy Woese’go oparte były na kilku sekwencjach ss rRNA, jednakże w miarę jak 
poznawanych było więcej sekwencji ss rRNA innych organizmów propozycja Woese’go została 
ogólnie zaakceptowana w świecie naukowym. Obecnie drzewo filogenetyczne organizmów 
żywych ma trzy gałęzie: eukaryota, bakterie i archeowce (Rysunek 1). Archeowce znajdują się 
najbliżej korzeni drzewa życia i uważa się je za najstarsze genetycznie organizmy żyjące na Ziemi 
oraz za najbliżej spokrewnione z LUCA, ostatnim uniwersalnym wspólnym przodkiem. 
 Duże zainteresowanie archeowcami spowodowane jest ich unikalna pozycją 
filogenetyczną. Organizmy te są także jedyne w swoim rodzaju: potrafią zamieszkiwać obszary 
niedostępne dla innych form życia, takie jak nasypy wulkaniczne, lodowce, gejzery, kominy 
hydrotermalne z dna oceanów czy jeziora solne. Ze względu duże podobieństwo morfologiczne do 
bakterii, archeowce były klasyfikowane w nadkrólestwie bakterii. Analiza molekularna takich 
procesów jak transkrypcja, translacja czy replikacja pokazały jednak, że w wielu aspektach 
archeowce przypominają raczej organizmy jądrowe, eukaryota. Jednakże pod względem innych 
cech, takich jak regulatory transkrypcyjne, archeowce przypominają bakterie. Dodatkowo, 
znaczna liczba genów archeowców jest unikalna, czyli nie ma swoich odpowiedników u 
organizmów żywych należących bądź do bakterii bądź do eukaryota.  
W nadkrólestwie archeowców wyróżniamy następujące królestwa: crenarchaeota, euryarchaeota 
a także ostatnio opisane thaumarchaeota, korarchaeota i nanoarchaeota (Allers and Mevarech, 
2005;Brochier-Armanet et al., 2008). Archeowce, błędnie nazywane są ekstermofilami, czyli 
organizmami tolerującymi lub wymagającymi do życia skrajnych z ludzkiego punktu widzenia 
warunków środowiskowych. Obecnie znane są mezofilne archeowce, które odgrywają ważną rolę 
w obiegu azotu na Ziemi oraz gatunki bytujące w jamie ustnej i układzie pokarmowym człowieka. 
Wśród crenarchaeota, można znaleźć kilka organizmów, które są w stanie bytować w warunkach 
niskiego pH i równocześnie wysokiej temperatury. Jednym z nich jest Sulfolobus solfataricus, 
który jest przedmiotem badań przedstawionych w tej pracy. Euryarchaeota to bardziej 
zróżnicowana grupa, gdyż można wśród nich wyróżnić termofile, metanofile i halofile, takie jak na 






Obecność korarchaeota została udowodniona jedynie na podstawie analizy sekwencji ss rRNA, 
która została przeprowadzona na próbkach pobranych z gorących źródeł z parku Yellowstone; 
organizmów należących do tej grupy wciąż nie nauczono się hodować w warunkach 
laboratoryjnych (Barns et al., 1996). Thaumarchaeota to grupa mezofilnych archeowców 
(Brochier-Armanet et al., 2008), natomiast Nanoarchaeum equitans, najmniejszy opisany 
archeowiec należy do królestwa nanoarchaeota. N. equitans został wyizolowany ze źródeł 
hydrotermalnych w Islandii jako pasożyt crenarchaeote Ignicoccus‘a (Huber et al., 2002;Huber et 
al., 2003).  
Rysunek 1. Uniwersalne drzewo życia, nakreślone na podstawie analizy filogenetycznej sekwencji ss rRNA (Allers and 




W walce o przetrwanie w warunkach ekstremalnych archeowce wykształciły wiele przystosowań 
takich jak: skład osłon komórkowych, stabilność białek czy mechanizmy ochrony DNA. Te cechy 
są unikalne i specyficzne tylko dla tej grupy organizmów. 
Sulfolobus solfataricus to tlenowiec, który jest wstanie przetrwać w warunkach ekstremalnych. 
Optymalne warunki bytowania dla tego organizmu to temperatura 80 stopni Celsjusza i pH równe 
3. Sulfolobus solfataricus, jak sama nazwa wskazuje, toleruje wysokie stężenie kwasu 
siarkowego, niskie zakwaszenie a także niewielkie stężenie źródła węgla. Sulfolobus może 
odżywiać się chemoautotroficznie, używając siarczanów jako źródła węgla. Organizm ten może 
utylizować różne źródła węgla, na przykład glukozę, arabinozę czy sacharozę, a także 




 Transport cukrów u bakterii zachodzi na trzy sposoby: (1) poprzez system PTS, gdzie 
transport cukru związany jest z fosforylacja i odbywa się dzięki donorowi fosforu, 
fosfoenolopirogronianowi (PEP); (2) poprzez transportery tzw. drugorzędowe, gdzie transport 
cukru związany jest z transportem protonu i kationu potasu; (3) transport pierwszorzędowy, w 
którym transport substratu odbywa się dzięki transporterom ABC, gdzie cukier jest 
transportowany dzięki energii pochodzącej z rozpadu ATP. Archeowce nie mają systemu PTS, a 
drugorzędowe systemy transportu zostały zidentyfikowane i opisane jedynie na podstawie 
homologii sekwencji DNA. Te znalezione u Sulfolobus’a biorą prawdopodobnie udział w 
Rysunek 2. Mapa genetyczna operonu glukozowego i arabinozowego. Poniżej, schemat transporterów glukozy i 
arabinozy, kodowanych przez powyższe operony. 
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transporcie nieorganicznych substratów (Koning et al., 2002). Transportery ABC są szeroko 
rozpowszechnione u archeowców a ich homologia do dobrze scharakteryzowanych transporterów 
opisanych u innych organizmów sugeruje, że wiele z nich może mieć funkcję w postaci transportu 
cukrów. Badania przedstawione w tej pracy opisują funkcję i regulację ekspresji dwóch ABC 
transporterów, które transportują glukozę bądź arabinozę u archeowca o nazwie Sulfolobus 
solfataricus (Albers et al., 1999).  
Preferencja wobec jednego źródła węgla jest często spotykanym zjawiskiem u bakterii i została 
opisana po raz pierwszy we wczesnych latach 60-tych przez Jacob’a i Monod’a. Badania przez 
nich prowadzone nad operonem laktozowym zapoczątkowały serie eksperymentów mających na 
celu charakteryzacje transportu laktozy i jego regulację, a także określenie hierarchii metabolizmu 
cukrów u E. coli. Każda komórka, aby wydajnie wykorzystywać źródła węgla i energii dostępne w 
środowisku używa mechanizmu znanego pod nazwa represji katabolicznej. Represja kataboliczna, 
która jest tez nazywana efektem glukozowym, polega na tym, że ekspresja operonu 
zaangażowanego w utylizacje danego źródła węgla zależy nie tylko od obecności induktora i 
regulatora (operon laktozowy u E. coli), ale także od obecności glukozy, która jest preferowanym 
źródłem węgla. 
 Dowody, że u S. solfataricus‘a również istnieje represja kataboliczna zostały 
opublikowane kilka lat temu (Haseltine et al., 1996;Haseltine et al., 1999a). Pokazano, że 
obecność glukozy w medium zapobiega indukcji genów kodujących enzymy, takich jak α-
glukozydaza, β-glikozydaza oraz α-amylaza, które związane są z wykorzystaniem innych niż 
glukoza źródeł węgla. Zostały także opisane typowe cechy represji katabolicznej, jak np. 
odwracalna represja przez glukozę, hierarchia utylizacji źródła węgla, czy globalny sposób 
regulacji. W powyższych mechanizmach również istotna role odgrywają aminokwasy, np. niektóre 
z nich wpływają na hamowanie ekspresji enzymów związanych z metabolizmem cukrów 
(Haseltine et al., 1999a). Pomimo że transport cukrów był badany u Sulfolobus’a (Albers et al., 
2004;Haseltine et al., 1996;Haseltine et al., 1999a), ta wiedza nadal jest niepełna. Niewiele 
wiadomo jest także o regulacji transportu cukrów w tym organizmie. Regulacja genów opisana u 
innych archeowców przypomina tę znaną z badań zarówno nad bakteriami jak i organizmami 
eukariotycznymi. Dodatkowo niektóre z odkrytych cech dotyczących regulacji ekspresji genów są 
specyficzne tylko dla archeowców (Rozdział 1). Co jest jednak zaskakujące procesy takie jak 
replikacja, transkrypcja (typu II) czy translacja przypominają mechanizmy typowe dla eukaryota 
(Thomm, 1996;Grabowski and Kelman, 2003;Bell and Jackson, 2000b;Bell and Jackson, 2001).  
 S. solfataricus jest zdolny do utylizacji glukozy i arabinozy jako źródła węgla i energii. Do 
ekspresji transportera arabinozy i genów odpowiedzialnych za jej metabolizm dochodzi jeśli 
arabinoza znajduje się w pożywce (Lubelska et al., 2006). To w przeciwieństwie do genów 




ekspresji konstytutywnej. Rozdział 2 przedstawia analizę profilu ekspresji transporterów glukozy i 
arabinozy. Opisaliśmy także, że ekspresja genów kodujących transporter arabinozy jest 
hamowana przez niektóre aminokwasy. Następnie, zmapowane zostało miejsce startu 
transkrypcji opernu arabinozy przy użyciu metody ‘primer extension’. 
Ekspresja genów kodujących transporter glukozy wydaje się nie być regulowana przez obecność 
innych cukrów czy aminokwasów. Jedynie niektóre aminokwasy hamują ekspresje genów 
kodujących transporter arabinozy (Rozdział 2). Prawdopodobne jest także, że komórka preferuje 
aminokwasy a nie niektóre cukry. Aminokwasy mogą być użyte w reakcjach katabolicznych jak i 
anabolicznych, gdzie zostają włączone w struktury białek. Reasumując, Sulfolobus, używa 
aminokwasów jako źródła węgla i preferuje owo źródło węgla ponad cukry. Dane przedstawione 
powyżej umacniają teorię o istnieniu represji katabolicznej u Sulfolobus’a. 
ATPaza wchodząca w skład transportera arabinozy jest uderzająco podobna do białka 
MalK. MalK to ATPaza z transportera maltozy opisana u E. coli i biorąca udział w regulacji 
operonu maltozowego. MalK stanowi również część regulonu maltozy, który związany jest z 
transportem oraz utylizacją maltozy i maltodekstryn. MalK poprzez wiązanie regulatora genów 
mal odgrywa istotną rolę w ich ekspresji. Niedawno opublikowany raport dotyczący struktury 
krystalicznej GlcV, ATPazy transportera glukozy pokazuje, że ATPaza ta zbudowana jest z dwóch 
domen: N-terminalnej wiążącej ATP i C-terminalnej, która posiada tak zwany ‘OB-fold’, którego 
funkcja jest obecnie nieznana (Verdon et al., 2003). Obie ATPazy, AraV i GlcV, wykazują duże 
podobieństwo pod względem sekwencji i struktury do MalK opisanych u różnych organizmów, 
takich jak E. coli, Thermococcus litoralis czy Pyrococcus furiosus (Chen et al., 2003;Bohm et al., 
2002;Lee et al., 2003). Domena C-terminalna wszystkich wymienionych tu ATPaz posiada 
strukturę tzw. beczki (Chen et al., 2003;Verdon et al., 2003;Diederichs et al., 2000). W 
warunkach braku maltozy w medium C-terminalna domena MalK u E. coli wiąże białko MalT. MalT 
jest aktywatorem transkrypcyjnym operonu mal (Joly et al., 2004). Wiązanie maltozy i jej 
transport przez transporter maltozy powoduje uwolnienie MalK, które w rezultacie może 
aktywować geny operonu mal (Panagiotidis et al., 1998;Shuman, 1982). Ze względu na 
podobieństwo sekwencji i struktury białek jest wysoce prawdopodobne, że C-terminalna domena 
AraV bierze udział w oddziaływaniach białko-białko z nieznanym regulatorem. Oddziaływania 
takie mogłyby mieć wpływ na regulację ekspresji innych genów związanych z metabolizmem 
arabinozy, a szczególnie takich, które zawierają tzw ‘ara-box’ w regionach promotorowych (więcej 
poniżej) (Brouns et al., 2006). Analiza genomu S. solfataricus nie ujawniła obecności białek 
homologicznych do MalT (analiza BLAST). Nasze próby poszukiwania takiego regulatora opisane 
są w Rozdziale 4. Poszukiwania białek wchodzących w interakcje z AraV za pomocą ‘łowienia’ czy 
‘yeast-two-hybrid’ nie przyniosły spodziewanych rezultatów.  
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W celu zidentyfikowania białek regulatorowych, które kontrolują ekspresje genów kodujących 
transporter arabinozy, a wiec takich białek, które mogłyby oddziaływać z AraV, gen kodujący to 
białko, Sso3069 (araV), został usunięty (Rozdział 3). Nowo powstały szczep z delecją został 
scharakteryzowany pod względem wzrostu i transportu różnych cukrów. W początkowej fazie 
wzrostu namnażanie się komórek szczepu z delecją araV było wolniejsze w porównaniu do 
dzikiego szczepu, gdy źródłem węgla była arabinoza. Jednak po przeniesieniu komórek do 
nowego medium zawierającego arabinozę kultura komórkowa zaczęła natychmiast się dzielić. Ta 
obserwacja wskazuje na indukcje alternatywnych systemów transportu arabinozy. Wzrost nowo 
otrzymanego szczepu na tryptonie lub glukozie był identyczny dla szczepu z delecją z tym 
obserwowanym u szczepu dzikiego. Frakcje membranowe wyizolowane ze szczepu dzikiego i 
szczepu zawierającego delację w genie araV zostały zbadane w celu wykazania zdolności 
wiązania glukozy bądź arabinozy. Poziom wiązania glukozy okazał się być identyczny w obu 
szczepach, gdy komórek były hodowane na glukozie lub na arabinozie. Gdy komórki były 
hodowane na arabinozie, szczep z delecją wiązał arabinozę na niższym poziomie niż szczep dziki. 
Następnie, został zmierzony transport glukozy, który okazał się być podobny w przypadku obu 
szczepów, niezależnie czy były one hodowane na glukozie czy na arabinozie. Z nieznanych 
powodów, nie udało się zademonstrować transportu arabinozy. Jednakże, że ze względu na 
zdolność komórek do wzrostu na arabinozie uznaliśmy, iż komórki te muszą mieć alternatywny 
system transportu arabinozy niż ten, który został usunięty metodami inżynierii genetycznej. 
W celu zidentyfikowania genów, które mogłyby kodować alternatywny system transportu 
arabinozy, metoda DNA microarray została przeprowadzona analiza porównawcza transkryptomu 
szczepu z delecją i szczepu dzikiego. Oba szczepy były hodowane na arabinozie, po czym zostało 
z nich wyizolowane RNA. Wcześniejsza analiza transkryptomu Sulfolobus’a hodowanego na 
arabinozie pokazała ekspresje genów kodujących transporter arabinozy jako jedyny aktywny 
system odpowiedzialny za transport tego cukru (Brouns et al., 2006). Analiza genetyczna 
przedstawiona w rozdziale 3 pokazała nadekspresje nieopisanego dotąd transportera Sso2113. 
Ekspresja tego genu może kompensować brak araV i w efekcie pozwalać komórkom na wzrost w 
obecności arabinozy jako jedynego źródła węgla. Jednakże, ostateczne potwierdzenie tej hipotezy 
wymagać będzie dogłębnej analizy molekularnej samego transportera. Analiza transkryptomu 
szczepu z delecją araV pokazała również wyciszanie innych genów strukturalnych kodujących 
transporter arabinozy takich jak gen kodujący białko wiążące arabinozę (AraS) oraz gen kodujący 
permeazę (AraT).  
  Analiza metoda DNA microarray ujawniła również nadekspresje Sso3188 i represje 
Sso3061. Jak wynika z analizy BLAST oba te geny kodują prawdopodobnie białka regulatorowe. 
S. solfataricus, w przeciwieństwie do dwóch innych spokrewnionych archeonów, takich jak S. 




transportera arabinozy S. acidocaldarius a także S. tokodaii nie posiadają również tych 
hipotetycznych genów kodujących białka regulatorowe zidentyfikowanych metoda DNA 
microarray. Brak tych genów w blisko spokrewnionych organizmach oraz zmiana ich ekspresji w 
szczepie z delecją araV sugeruje, iż mogą one być zaangażowane w regulacje transportu cukrów, 
a w szczególności arabinozy. 
 Do innych zmian w transkryptomie szczepu z delecją araV możemy zaliczyć: represje 
ekspresji Sso3124 (araD), który jest częścią szlaku pentozowego u S. solfataricus (Brouns et al., 
2006). Zmiana ta sugeruje aktywacje alternatywnego sposobu degradacji arabinozy. Kolejnym 
genem, który uległ znacznej represji, był gen Sso3053. Koduje on białko wiążące maltozę i 
zlokalizowany jest w genomie niedaleko genów kodujących transporter arabinozy. Jest wiec 
prawdopodobne jest, że dzięki takiej bliskiej lokalizacji geny te podlegają on tej podobnej 
regulacji. Cechą wspólna genów zaangażowanych w transport i utylizacje arabinozy jest obecność 
sekwencji AACATGTT w promotorze, która została nazywana „ara-box” (Brouns et al., 2006). Do 
genów tych należą araS i inne geny związane ze szlakiem pentozowym. Prawdopodobne jest, że 
hipotetyczny regulator wiąże się do ‘ara-box’, jednakże jak na razie pozostaje to tylko hipoteza, 
która powinna być udowodniona empirycznie. 
W Rozdziale 2 pokazaliśmy represje genów kodujących transporter arabinozy poprzez niektóre 
aminokwasy po uprzednim dodaniu ich do medium. Analiza transkryptomu szczepu z delecją araV 
ujawniła represje genów Sso0159 (lysX), Sso0160 (lysJ) oraz Sso5317 , które wchodzą w skład 
operonu biosyntezy lizyny. Prezentowane dane potwierdziły, że u S. solfataricus‘a istnieje 
represja kataboliczna, która łączy metabolizm cukrów i aminokwasów u tego organizmu 
(Haseltine et al., 1996;Haseltine et al., 1999a;Lubelska et al., 2006). LysM należy do rodziny 
regulatorów Lrp/AcnC, które są szeroko rozpowszechnione u bakterii i archeowców. Lrp z E. coli 
jest regulatorem globalnym, odpowiedzialnym za kontrolę ekspresji 75 genów (Brinkman et al., 
2003;Newman and Lin, 1995). Badania nad LysM u S. solfataricus’a pokazały, że białko to ulega 
stałej ekspresji i kontroluje ekspresje genów lys w warunkach braku lizyny (Brinkman et al., 
2002). Prawdopodobne jest że LysM odgrywa globalną rolę u Sulfolobus’a, i odpowiedzialne jest 
także za regulację ekspresji genów ara i mal. Niedawno, został skonstruowany szczep z delecją 
lysM (bezpośrednia komunikacja z Eveline Peeters), aby przetestować ta hipotezę. 
Na podstawie zaprezentowanych danych można spekulować odnośnie mechanizmu regulacji 
genów wchodzących w skład operonu ara i roli jaka odgrywa AraV w szlaku utylizacji arabinozy. 
Regulacja ekspresji genów kodujących transporter arabinozy może zachodzić w podobny sposób 
jak regulacja genów transportera maltozy/trechalozy u Pyrococcus’a. Prawdopodobne jest, że gdy 
arabinoza nie jest obecna w medium białka regulatorowe pozostają związane z regionem 
promotorowym i hamują ekspresję genów ara. W momencie pojawienia się arabinozy regulator 
zostaje uwolniony z regionu promotorowego, co w efekcie powoduje brak represji a wiec 
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ekspresje genów ara. Niewykluczony jest, że taki represor mógłby kontrolować ekspresje 
wszystkich promotorów zawierających „ara-box”. Co więcej, takie białko regulatorowe mogłoby 
wiązać się do hipotetycznej domeny regulatorowej AraV (C-terminalnej). Jednakże w obecnej 
fazie badań możemy jedynie spekulować jak mogłoby to wpłynąć na regulacje genów. Można by 
spekulować, że w szczepie z delecją w genie araV regulator pozostaje związany z promotorem 
araS i innymi promotorami zawierającymi „ara-box” i w efekcie hamuje ekspresje genów 
podlegających kontroli poprzez obecność arabinozy. Istotne jest tez, ze w tym modelu regulator 
nie oddziałuje bezpośrednio z arabinozą, ale z AraV, w zależności od tego czy transporter wiąże w 
danym momencie substrat czy też nie. Oczywistym jest wiec, że delecja araV powoduje 
rozregulowanie transportu i metabolizmu cukrów. Jednakże, aby ostatecznie określić jaką rolę w 
regulacji cukrów odgrywa C-terminalna domena AraV należałoby skonstruować szczep 
zawierający jedynie domenę N-terminalną. Co więcej, interesująca jest również rola jaką 
odgrywają hipotetyczne białka regulatorowe zidentyfikowane metoda DNA microarray. Można by 
też spekulować czy białka te oddziaływają bezpośrednio z C-terminalna domena GlcV i AraV bądź 
z sekwencjami „ara-box”. Konstrukcja i analiza szczepów zawierających delecje w genach 
Sso3188 i Sso3061 mogłaby poszerzyć naszą wiedzę na temat regulacji metabolizmu cukrów u S. 
solfataricus. 
